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Resumo

FONTOURA, Eduardo Garcia. Rosmarinus officinalis L. e Triticum aestivum no
tratamento da otite externa infecciosa. 2014. 50f. Dissertagcdao (Mestrado) —
Programa de PoOs-Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

A otite externa € a inflamag&o do conduto auditivo externo, com etiologia infecciosa
ou ndo. Casos de negligéncia fazem com que ocorram recidivas, dificultando
tratamento e elevando a resisténcia microbiana aos métodos convencionais,
tornando assim as plantas medicinais uma alternativa. O Triticum aestivum (trigo), ja
demonstrou acao antioxidante, anti-inflamatério, antimicrobiano, hepatoprotetor e
cicatrizante. O Rosmarinus officinalis L. (alecrim) possui propriedades medicinais
como antimicrobiano, anti-inflamatério, analgésico, antimutagénico, diurético,
expectorante e antioxidante. Neste contexto, objetivou-se avaliar a utilizacdo dos
extratos aquosos de trigo e alecrim e Oleo essencial de alecrim no tratamento da
otite externa infecciosa experimental. A otite externa foi induzida em 64 ratos Wistar
através da instilacdo de O6leo de créton 5% em acetona em conjunto com
Staphylococcus aureus no conduto auditivo dos animais. Os tratamentos foram
divididos em extrato aquoso de trigo 25% em propilenoglicol (Gl), extrato aquoso de
alecrim 25% em propilenoglicol (GIl), O6leo essencial de alecrim 5% em
propilenoglicol (GllI), propilenoglicol (GIV) e solugdo fisiolégica (GV). Os animais
foram tratados por até sete dias e realizadas analises macroscopicas aos quatro,
seis e dez dias através do método de Emgard & Hellstrom para coloragdo, diametro,
efusdo, além da analise histopatolégica, em quatro animais por grupo. Foram
observados resultados promissores com o extrato aquoso de trigo (Gl), e extrato
aguoso de alecrim (Gll), sendo capazes de reduzir os parametros clinicos
macroscopicos, assim como o0s parametros histopatolégicos. Nas condi¢bes
experimentais deste trabalho, a concentracdo utilizada de 6leo essencial nao foi
efetiva. Assim, demonstrou-se que 0s extratos aquosos de trigo e alecrim a 25% em
propilenoglicol promovem a aceleracéo da resolucao da otite externa infecciosa.

Palavras-chave: Fitoterapia. Staphylococcus aureus. Trigo. Alecrim. Otopatias.



Abstract

FONTOURA, Eduardo Garcia. Rosmarinus officinalis L. e Triticum aestivum no
tratamento da otite externa infecciosa. 2014. 50f. Dissertagcdao (Mestrado) —
Programa de PoOs-Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

External otitis is an inflammation of the outer ear and ear canal, which may or may
not be of infectious cause. Negligence will lead to recurrence, hampering treatment
and causing bacterial resistance to conventional methodologies. In this context,
medicinal plants and plant extracts may be an alternative: Triticum aestivum (wheat)
has been shown to act as an antioxidant, anti-inflammatory, pain-killer, as well as
used in wound healing. Rosmarinus officinalis L. (rosemary) has antibacterial, anti-
inflammatory, pain-killer, anti-mutagenic, diuretic, expectorant, and antioxidant
effects. In this context, the objective of this study was to assess the use of wheat and
rosemary aqueous extracts, and rosemary essential oil, in the treatment of infectious
external otitis. Experimental otitis was induced in rats Wistar with croton oil at 5% in
acetone, followed by the introduction of Staphylococcus aureus in the outer ear
canal. Animals were separated according to the treatment group: Gl — 25% wheat
agueous extract in propylene glycol; Gl — 25% rosemary aqueous extract in
propylene glycol; Glll — 5% rosemary essential oil in propylene glycol; GIV —
propylene glycol; and GV — saline. The animals were treated for up to seven days,
and assessed regarding clinical (according to the Emgard & Hellstrom method) and
hitopathological alterations, on days four, six and ten. Promising results were
observed on animals treated with both aqueous extracts, primarily in Gl (wheat), but
also in GIll (rosemary), both were able to reduce clinical and histopathological
parameters beyond the effect of the control. This study shows that the aqueous
extract of both T. aestivum and R. oficinallis promoted the hastening of the healing
process of infectious external otitis.

Kay-works: Phytotherapy. Staphylococcus aureus. Wheat. Rosemary. Ear Diseases.
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1 Introducéo

A orelha dos animais € constituida basicamente de trés partes, a orelha
externa, média e interna. A principal funcéo do ouvido € traduzir ondas sonoras em
mensagens neurais. O conduto auditivo externo possui caracteristicas que em
condi¢cbes normais mantém um equilibrio de suas funcdes, essas caracteristicas sédo
compostas por pH, umidade, temperatura, microrganismos comensais, foliculos
pilosos, aeracéo, glandulas secretoras, dentre outros.

A otite externa € caracterizada por ser a inflamacdo do conduto auditivo
externo, seja ela de origem infecciosa ou nado, uni ou bilateral, aguda ou crbnica,
com exsudato ceruminoso ou purulento. Os mecanismos causadores desta
enfermidade podem ser divididos em fatores primarios, predisponentes e
perpetuantes. Os fatores primarios sdo propriamente os causadores da inflamacéao,
os fatores predisponentes sdo mecanismos facilitadores de disturbios, os quais
favorecem o desencadeamento da doenca, e por fim os fatores perpetuantes sdo
aqueles que dificultam a resolu¢do do quadro. Uma das causas primarias destes
disturbios sdo bactérias estranhas a microbiota comensal da orelha.

O Staphylococcus aureus, € uma bactéria comensal da microbiota cutanea
humana e animal, porém altamente resistente, patogénica e causadora de diversas
infeccbes. Basicamente, o tratamento da otite externa gira em torno do controle de
microrganismos, porém a utilizacdo de forma errbnea de antimicrobianos vem
predispondo a resisténcia bacteriana e dificultando a resolugcéo deste quadro. A otite
externa ndo é considerada um fator de risco a vida animal, porém a dor intensa
causada pelo processo inflamatério, os danos ocasionados em longo prazo, a
elevada casuistica, acrescidos do custo do tratamento e demais dificuldades, fazem
com que esta seja uma doencga de extrema relevancia na clinica médica de
pequenos animais.

A utilizagdo de fitoterapicos néo € recente, ao longo dos anos varios sao 0s
relatos da utilizacdo de plantas como auxiliares na resolucdo das mais diversas
doencas. O Triticum aestivum, conhecido como trigo, € uma graminea de ciclo anual

pertencente a familia Poaceae, sendo um dos principais compostos da alimentagéo
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humana. Historicamente, j& foram relatadas varias utilizacBes para esta planta,
porém atualmente estdo sendo comprovados alguns de seus sitios de atuacgéo,
como antioxidante, anti-inflamatorio, antibacteriano, entre outras. O alecrim,
Rosmarinus officinalis L., é uma planta aromatica, membro da familia Lamiaceae
(Labiatae), sendo amplamente distribuida em todo mundo. Seus compostos ja foram
descritos como com acdo anti-inflamatério, antimutagénico, antioxidante,
antimicrobiano, entre outras.

Em ambito de proporcionar novos métodos de tratamento de forma eficaz a
doencas de relevancia, a utilizacdo de fitoterapicos torna-se uma o6tima alternativa
visando o baixo custo inicial, a ampla margem de captacdo de matéria-prima e o
potencial terapéutico deste nicho. Porém, como qualquer composto quimico, doses
eficazes e toxicas devem ser diferenciadas, evitando prejuizo a saude humana e
animal.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi testar a utilizagdo do extrato
aquoso de Triticum aestivum, do extrato aquoso de Rosmarinus officinalis L. e do
Oleo essencial de Rosmarinus officinalis L., como adjuvantes no tratamento da otite
externa infecciosa experimental. Para cumprir com o objetivo, se procedeu extensa
revisdo bibliografica acerca dos fitoterapicos propostos, bem como os mais diversos
aspectos da otite canina. Esta revisdo esta apresentada no item 3 deste manuscrito.
Apoiado nas informacdes desta revisdo, se desenhou diversos experimentos
especificos, sendo os seus resultados reunidos na forma de um artigo intitulado
‘Rosmarinus officinalis L. e Triticum aestivum no tratamento da otite externa
infecciosa experimental em modelo murino”, formatado para publicagcdo para o

periodico “Pesquisa Veterinaria Brasileira”, no item 4 desta dissertacao.



2 Objetivos

Objetivo geral
Avaliar a utilizacdo do extrato aquoso de Triticum aestivum, do extrato aquoso
de Rosmarinus officinalis L. e do Oleo essencial de Rosmarinus officinalis L. no

tratamento da otite externa infecciosa experimentalmente induzida em ratos Wistar.

Objetivos especificos

- Obter e caracterizar componentes nas amostras de extrato aquoso de T. aestivum,
extrato aquoso e 6leo essencial de R. officinalis L.;

- Determinar a Concentracao Inibitéria Minima dos extratos aquosos de T. aestivum
e R. officinalis L. e do 6leo essencial de R. officinalis L. frente a bactérias do género
Staphylococcus aureus;

- Avaliar o efeito do tratamento com extrato aquoso de T. aestivum e extrato aquoso
e 6leo essencial de R. officinalis L., sobre os parametros clinicos da otite externa
infecciosa experimental;

- Avaliar o efeito do tratamento da otite externa infecciosa com extrato aquoso de T.
aestivum e extrato aquoso e 0leo essencial de R. officinalis L., sobre parametros

histopatoldgicos.



3 Revisao bibliografica

O reconhecimento da orelha normal € de extrema importancia para deteccao
de alteracBes e assim se estabeleca o protocolo de tratamento correto para que se
obtenha sucesso em cada patologia especifica (GRIFFIN, 2006; NJAA; COLE;
TABACCA, 2012). Dentre as otopatias nos animais de companhia a otite externa
recebe destaque por sua elevada casuistica (MANISCALCO et al., 2009).

3.1 Anatomia e conformidades da orelha externa

A orelha pode ser divida em trés regifes: orelha externa, média e interna. O
ouvido externo por sua vez € dividido em pinna (porcao cartilaginosa ou pavilhao
externo) e meato acustico externo (porgao vertical e horizontal) até a separacéo para
o ouvido médio pela membrana timpanica (COLE, 2009; NJAA; COLE; TABACCA,
2012). A principal funcdo do ouvido é transformar as ondas sonoras em mensagens
neurais para interpretagdo do sistema nervoso, e também atuar no controle do
equilibrio, este exercido pelo ouvido interno (HEINE, 2004). Em caes, cada raca
possui suas particularidades quanto a conformacdo da orelha externa, podendo ser
pendular, semi-pendular ou ereta (COLE, 2009). A maioria dos felinos possui 0
pavilhdo auricular externo ereto, porém modificacées genéticas estdo fazendo com
gue surjam variacdes neste aspecto (NJAA; COLE; TABACCA, 2012).

3.2 Microclima do conduto auditivo
O ouvido externo possui caracteristicas Unicas, tais particularidades fazem
com gue se crie um ambiente normal onde estdo presentes microrganismos
comensais, foliculos pilosos, aeracdo, pH, temperatura, glandulas sebaceas,
ceruminosas e apocrinas (NOBRE et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2005; MALAYERI;
JAMSHIDI; SALEHI, 2010). Estes fatores podem ser influenciados pela raca do

animal, predispondo a altera¢cées com o decorrer do tempo principalmente, quando
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se leva em consideragéo a conformacéo da orelha externa, quantidade de glandulas
e foliculos pilosos (HEINE, 2004; COLE, 2009; NJAA; COLE, TABACCA, 2012).

Caes com orelhas pendulares sdo mais propensos a infeccées de ouvido que
cades com orelhas eretas, independente destes ultimos terem maior quantidade de
foliculos pilosos no conduto auditivo ou ndo (COLE, 2009). Ainda, os animais que
agregam caracteristicas como orelha pendular, maior quantidade de foliculos pilosos
ou canal auditivo reduzido de diametro, consequentemente diminuem a aeragao
local, fazendo com que haja aumento da temperatura e umidade. Este fato favorece
o0 crescimento de bactérias oportunistas e, consequentemente a ocorréncia de
infecgbes. A umidade, tanto do conduto auditivo externo como do ambiente, ja foi
descrita como fator predisponente para otite externa (NASCENTE et al., 2006). O pH
do epitélio sadio fica entre 4,6 e 7,2, em casos de otite externa aguda este pH sofre
alcalinizacéo girando em torno de 5,2 a 7,2 e casos crbnicos de 6 até 7,4. (COLE,
2009). Casos em que ha elevacdo do pH do conduto auditivo podem favorecer o
crescimento de microrganismos (MUELLER, 2011; NJAA; COLE; TABACCA, 2012).

O cerumen é caracterizado por ser a emulséo das secrecdes glandulares em
conjunto com células epiteliais, a orelha sadia possui cerimen em pequenas
quantidades formando uma barreira protetora, este por sua vez também age como
antimicrobiano deixando o pH baixo (COLE, 2009; NJAA; COLE; TABACCA, 2012).
Porém o pH do conduto auditivo pode alcalinizar conforme aumenta a secrecéo de
ceriumen (COLE, 2009).

Mesmo que em pequena quantidade, o conduto auditivo externo possui
microrganismos patogénicos que se mantém sob controle em circunstancias
normais. Os microrganismos mais comumente isolados no conduto auditivo sadio
sdo Staphylococcus sp. e Malassezia pachydermatis (NOBRE et al., 2001;
LYSKOVA; VYDRZALOVA; MAZUROVA, 2007).

3.3 Otite externa
A otite externa caracteriza-se por ser a inflamacdo do conduto auditivo
externo, podendo ser de etiologia infecciosa ou ndo (MURPHY, 2001; ROSSER
JUNIOR, 2004), uni ou bilateral, aguda ou cronica e seu exsudado ceruminoso ou
purulento (MUELLER et al., 2011a). E uma doenca de elevada prevaléncia na rotina

clinica de pequenos animais, estima-se que aproximadamente 20% dos caes
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encaminhados ao atendimento apresentem a doenca (LYSKOVA; VYDRZALOVA;
MAZUROVA, 2007; PENNA et al., 2011). Porém, muitas vezes a doenca é
negligenciada ou posta em segundo plano, tanto pelo médico veterinario quanto pelo
proprietario, sendo muitas vezes um desafio de diagndéstico e tratamento (GRIFFIN,
2006; MALAYERI; JAMSHIDI; SALEHI, 2010).

3.3.1 Etiologia
A otite € uma doenca comum em cées, mas também pode estar presente em
felinos, sendo que nestes a maior ocorréncia da doenca é de origem parasitaria
(BAPTISTA et al., 2010). Diversos fatores podem desencadear a inflamacdo da
orelha externa, podendo ser divididos em fatores predisponentes, primarios e
perpetuantes. Para o sucesso do tratamento € essencial a identificacdo do fator
desencadeante da doenca (ROSSER, 2004; LYSKOVA; VYDRZALOVA;

MAZUROVA, 2007).

3.3.2 Fatores primarios

S840 estes fatores que desencadeiam de forma inicial a doenga. A
identificacdo e tratamento dos fatores primarios sao essenciais para que haja
resolucdo do quadro clinico (MURPHY, 2001; LYSKOVA; VYDRZALOVA,
MAZUROVA, 2007). Nesta categoria encontram-se causas parasitarias (as quais
sao a principal forma desencadeante de otite em felinos podendo chegar a 50% dos
casos), sendo os principais acaros o Otodectes cynotis, Demodex canis, Otobius
megnini, Sarcoptes scabiei, Notoedres cati, Cheyletiella spp., e Eutrombicula sp.
Ainda neste grupo estdo as doencas autoimunes, doencas endocrinas, assim como
hipersensibilidade, doencas alérgicas, neoplasias e corpos estranhos (NASCENTE
et al., 2006; MUELLER et al., 2009). A hipersensibilidade e alergia sédo citadas por
Rosser (2004) como a maior causa de otite crdonica ou recorrente em caes,
principalmente por dermatite atdpica ou alergia alimentar, indicando que
respectivamente 55% e 80% dos cédes com dermatite atdpica e alergia alimentar

apresentam otite externa concomitante.
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3.3.3 Fatores predisponentes

As causas predisponentes sdo aquelas que ndo causam diretamente a otite
externa, porém aumentam o risco da ocorréncia da doenca. Muitos destes fatores
acarretam em alteracdo do microclima normal, que, associado a outros fatores
primérios ou perpetuantes, irdo causar a otite externa (MURPHY, 2001; NASCENTE
et al., 2006). Neste grupo destacam-se principalmente causas relacionadas a
anatomia e genética. Exemplos sdo caes com orelhas pendulares, excesso de pelos
e/ou estenose do conduto auditivo, entre outros, que fazem com que haja dificuldade
de drenagem e aeragéo no conduto auditivo (ROSSER, 2004).

Sabe-se que caes das racas Poodle, Cocker Spaniel Inglés, Fila brasileiro e
Pastor alemao possuem maior predisposi¢cdo ao desenvolvimento de otite, ainda que
a incidéncia em cées sem raca definida também seja elevada (NOBRE et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2005; FERNANDEZ et al., 2006). O excesso de umidade no
conduto auditivo pode ser um fator predisponente a otite externa, a umidade age
macerando o epitélio do estrato cérneo diminuindo assim a barreira protetora contra
infeccbes. Tratamentos utilizados de forma errbnea, ou até mesmo a limpeza
inadequada também podem ocasionar lesdes no epitélio auricular (ROSSER, 2004;
NASCENTE et al; 2006; SANTOS A. L. et al., 2007).

3.3.4 Fatores perpetuantes

Este grupo abrange as causas que ndo desencadeiam diretamente a doenca
no conduto auditivo, porém dificultam sua resolucdo. Sdo causas que devem ser
tratadas concomitantemente com a afeccao primaria ou ndo havera resolucdo do
quadro. Podendo ser de causas bacterianas, fungicas ou também otite média
(ROSSER, 2004; NASCENTE et al., 2006).

As caracteristicas fisiologicas do conduto auditivo fazem com que haja
presenca de microrganismos, porém, tais condicbes fazem com que ocorra um
equilibrio desta flora e estes ndo se tornem patogénicos, até que ocorra algum
distarbio que favoreca seu desenvolvimento (NOBRE et al.,, 1998; LYSKOVA,
VYDRZALOVA; MAZUROVA, 2007). Dentre 0s microrganismos mais comumente
isolados estdo as leveduras Malassezia pachydermatis e Candida sp., assim como
as bactérias Staphylococcus intermedius, Staphylococcus aureus Pseudomonas

spp, Streptococcus spp., Proteus spp., Escherichia coli e Corynebacterium sp.
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(NOBRE et al., 2001; ROSSER, 2004; OLIVEIRA et al., 2005; FERNANDEZ et al.,
2006; LYSKOVA; VYDRZALOVA; MAZUROVA, 2007; MALAYERI; JAMSHIDI,
SALEHI, 2010; MUELLER et al.,, 2011a; MUELLER, 2011; PENNA et al., 2011;
BUGDEN, 2012).

3.3.5 Sinais clinicos

Os sinais clinicos compreendem principalmente prurido, dor a palpa¢édo e/ou
incomodo, pender ou balancar a cabeca, secre¢do ceruminosa em excesso ou
purulenta, eritema, edema, ulceracdes, odor fétido, assim como podem ser
visualizados na porgéo externa da orelha sinais de escoria¢des e autotraumas. Nos
casos de cronicidade estes sinais clinicos também podem cursar com estenose do
canal auditivo e dificuldade de audicdo (ROSSER, 2004; NASCENTE et al. 2006;
MUELLER, 2009).

3.3.6 Diagnostico

Para o diagnéstico da otite externa uma anamnese minuciosa € sempre
importante, perguntas como tempo de evolucdo do quadro, progressao, outros
tratamentos ou outras areas do corpo afetadas devem estar sempre presentes,
visando a pesquisa por uma possivel causa primaria (MURPHY, 2001). Ainda, o
médico veterinario deve lancar méo do exame clinico geral e especifico através da
otoscopia, podendo ser auxiliado por exames complementares, como cultura,
antibiograma, citologia auricular, biopsia, raio-x (MURPHY, 2001; LEITE, 2003;
ROSSER, 2004; LINZMEIER; ENDO; LOT, 2009) e video-otoscopia (MANISCALCO
et al., 2009), tomografia, ressonancia magnética ou também otoscopia virtual 3D, a
qual permite navegacdo por imagem ao longo das superficies internas de um modo

semelhante a video-otoscopia convencional (CHO et al., 2012).

3.3.7 Tratamento
Para um tratamento efetivo a identificagdo do agente primario causador da
doenca é de suma importancia (ROSSER, 2004), porém de maneira geral o alvo
terapéutico de maior importancia tornam-se o0s microrganismos (LYSKOVA;
VYDRZALOVA; MAZUROVA, 2007). Independente do fator causador, a limpeza do
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conduto auditivo deve ser sempre levada em consideragdo como auxilio no
tratamento (NUTTALL; COLE, 2004). O propilenoglicol € um 4&lcool orgénico,
viscoso, incolor, inodoro, higroscépico, solvente e emulsificante, sendo considerada
uma substancia de baixa irritabilidade, ainda, em algumas concentracdes o
propilenoglicol pode ser considerado com acgdo queratolitica e antimicrobiana. Por
essas caracteristicas, o propilenoglicol € utilizado amplamente como veiculo para
formulacbes de produtos da linha dermatolégica e solucdes otolégicas (NUTTALL;
COLE, 2004; GELLER et al., 2010).

Contudo, sao inimeros os casos de negligéncia durante o tratamento de otite,
0 que resulta em recivida e evolugéo para casos cronicos, fato que eleva resisténcia
bacteriana, custo de tratamento e, muitas vezes, culminam com a necessidade de
procedimentos cirdrgicos para resolucao do quadro (GRIFFIN, 2006; NASCENTE et
al., 2006; LINZMEIER; ENDO; LOT, 2009).

3.4 Otite externa experimental

O diagndstico da otite externa é relativamente simples, porém a cronicidade e
a dificuldade de tratamento de alguns casos podem levar a condi¢cdes de frustracao
(MURPHY, 2001). A utilizacao errdnea de medicamentos antimicrobianos favorece a
resisténcia bacteriana, dificultando o controle de diversas doencas. Ainda, a
utilizacdo das mesmas moléculas para o tratamento humano e animal faz com que
haja uma dificuldade no controle dos medicamentos (LYSKOVA; VYDRZALOVA,
MAZUROVA, 2007; MALAYERI; JAMSHIDI; SALEHI, 2010).

Estudos in vivo com modelos experimentais estdo sendo utilizados para
melhor reproduzir as condicbes de ocorréncia das doencas e assim poder afirmar a
capacidade real dos compostos de melhor acdo (ALTINER et al., 2007; TAKAKI et
al., 2008; MENGONI et al., 2010; BENINCA et al., 2011; MUELLER, 2011; KAHN;
ANSARI; AHMAD, 2013). Visto a importancia da otite externa, S0 necessarios
estudos para ampliar as formas de tratamento, diminuindo também o tempo para

resolucao da doenca.

3.4.1 Oleo de croton
O oleo de croton é extraido de uma planta (Spareiflourus croton) que possui

em sua composicao derivados de phorbol e diterpenos toxicos. A interacéo entre 0s
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ésteres de phorbol e a proteina quinase celular afeta a atividade de enzimas, a
biossintese de proteinas, de DNA, poliaminas, entre outras substancias resultando
em modificacbes no processo de diferenciacdo celular e expressdo génica. O
phorbol por si s6 € um composto co-carcinogénico, sendo sua atuacao favoravel ao
crescimento tumoral através do desencadeamento do processo inflamatério (GOEL
et al., 2007). Ja o processo inflamatdrio tem o objetivo de eliminar a causa inicial da
lesé@o, provocada por patdgenos ou agentes fisicos. A area inflamada exibe aspectos
marcantes macroscopicamente como eritema, edema e alteracdo da funcédo normal
do local. Através da resposta imune inata, o processo inflamatério faz com que
ocorra vasodilatacéo local e migracao celular ao local lesado, provocando aumento
da permeabilidade vascular e, consequentemente extravasamento de exsudato para
o intersticio que resultara em edema (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

3.4.2 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva facilmente isolada de
animais sadios e humanos, sendo frequentemente causadora de diversas formas de
infeccbes. Sua importancia esta relacionada ao alto grau de resisténcia, capacidade
de mutacdo e elevada patogenicidade (GUILLET; HALLIER; FELDEN, 2013).
Segundo Santos R. R. et al. (2007), a quantidade de toxinas produzidas pelo S.
aureus pode induzir formas diferentes de resposta em cada hospedeiro, responsavel
pelas manifestaces clinicas e determinando um diferenciado grau de severidade

em cada infeccéo.

3.4.3 Concentracdao Inibitéria Minima
A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) visa demonstrar a menor
concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de inibir determinado
microrganismo. O teste ndo reproduz fielmente o ponto de inibigdo ou valor absoluto,
porém é aproximado de forma que é possivel sua utilizagdo com seguranca. Mas
ainda, para que se reproduzam resultados satisfatorios e ainda fieis, € recomendado

utilizar duas vezes o ponto final obtido no teste (CLSI, 2005).
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3.5 Plantas Medicinais

Ao longo da histéria os homens sempre buscaram na natureza recursos para
sua sobrevivéncia como alimentos, moradia, medicamentos e vestimenta (GIRALDI,;
HANAZAKI, 2010). As plantas medicinais sdo importantes recursos terapéuticos,
principalmente para na¢cdes em desenvolvimento, sua utilizacdo € comum e faz parte
da cultura popular, passando o conhecimento da medicina caseira por geracdes. O
exercicio da medicina fitoterapica é uma pratica sociocultural que deve ser mais bem
observada. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) vem fomentando a utilizacéo
de fitoterdpicos desde 1978, visando uma maior aceitacdo por parte dos
profissionais da salde, assim como o aumento da utilizacdo pela populagédo
(SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIAS, 2008). Porém, os fitoterapicos ainda abrangem
grande parte do comércio informal, o que representa um risco a saude, pois
qualquer produto quimico pode ser um agente téxico em potencial (CORDEIRO et
al., 2006b).

Diversas plantas apresentam em suas composi¢cdes agentes fendlicos
(HERNANDEZ et al., 2011). Recentemente vem aumentando o interesse neste
material visando principalmente sua excelente acdo como antioxidante através da
inibicdo de radicais livres, além de suas agbes como anti-inflamatorio,
antimutagénico e anticancerigeno. Os &cidos fendélicos sdo encontrados em graos na
forma livre, conjugada solavel ou insoltvel, porém a concentracdo em cada planta
varia conforme inumeros fatores como o clima, o cultivo, seus cultivares anteriores,
entre outros (DINELLI et al., 2011; HUNG; HATCHER; BARKER, 2011).

As substancias fendlicas sdo potentes antioxidantes in vitro, as quais agem
protegendo os constituintes lipidicos da oxidacdo. Julga-se que as mesmas tenham
um papel importante na prevencdo de muitas doencas crbénico-degenerativas.
Taninos sao metabolitos secundéarios de grande interesse por suas propriedades
adstringente, antimicrobiana, antisséptica, impermeabilizante cutdnea e de mucosas
(BELE; JADHAV; KADAM, 2010). Flavonéides sdo um dos grupos mais importantes
e diversificados de origem vegetal. Sdo amplamente distribuidos no reino vegetal,
sendo encontrados em frutas, cascas de arvores, raizes, talos e flores. Diversas
atividades biologicas sdo descritas para estes compostos, como antioxidantes,
antiviral, antitumoral e anti-inflamatério (MACHADO et al., 2008; COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2009).
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A atencdo em relacdo a utilizagdo das plantas medicinais vem aumentando
nos ultimos anos, e ha a necessidade de maiores estudos, pois os fitoterapicos
representam uma alternativa economicamente viavel a populacdo e ainda ha a
necessidade da desmistificacdo de que as plantas medicinais “in natura” nao
causam intoxicacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Grande parte dos efeitos
adversos observados oriundos da medicina popular dificilmente séo difundidos pela
populacdo até o alcance dos usuarios, sendo necessaria também a divulgacdo de
programas de farmacovigilancia, para que ocorra a difusdo do conhecimento toxico
destes produtos, mas principalmente que seus efeitos adversos sejam conhecidos
de forma antecipada para que ocorra a redugao dos riscos relativos a sua utilizagcéo
(CORDEIRO et al, 2006b; SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIAS, 2008). A introducao da
medicina moderna traz beneficios a praticas de saude a locais onde ocorre somente
a medicina tradicional, porém deve haver o cuidado para que ndo haja a
sobreposicdo de uma a outra, e sim a complementaridade das duas (GIRALDI;
HANAZAKI, 2010).

3.5.1 Triticum aestivum

O Triticum aestivum (T. aestivum, sinbnimo T. vulgare) (BARBIERI; STUMPF,
2008), conhecido popularmente como trigo, h4 muitos anos € um dos principais
componentes da dieta humana. O trigo € uma graminea de ciclo anual pertencente a
familia Poaceae (WHENT et al., 2012). J& foram identificados compostos fendlicos e
flavondides em grandes propor¢cées em varios cultivares de trigo oriundos de
diversas regides, demonstrando ser uma excelente fonte de antioxidantes fendlicos.
Assim, seu consumo beneficia a salde por meio da preven¢do da ocorréncia de
doencas crbnicas ou ainda cardiovasculares, diabetes, cancer, entre outras
(DINELLI et al., 2011; HERNANDEZ et al., 2011).

Os graos de trigo demonstraram serem ricos em compostos fendlicos de alto
poder antirradical, que contribuem para maior parte da atividade antioxidante.
Antioxidantes sdo compostos que podem atrasar ou impedir no dano oxidativo
celular (DINELLI et al., 2009; DINELLI et al., 2011).

O efeito cicatrizante do trigo através da diminuicdo do tempo de cicatrizagao
de feridas ja foi testado e comprovado, tanto em equinos (RIBAS et al., 2005;
SOUZA et al., 2006) em feridas cirargicas em gatas (GODEIRO et al., 2010), em



23

lesdo de cérnea felinos e caes (GALERA et al.,, 2005), ou também acelerando o
processo em leséo por queimaduras por radiacédo ionizante (ANDRADE et al., 2010),
além de aumentarem a forca de tensdo em feridas induzida em animais
experimentais (TILLMANN, 2011). Tal acdo € decorrente da presenca de
fitoestimulinas que agem sobre os fibroblastos exercendo efeito mitogénico e
estimulando sua capacidade de sintetizar fibras de colageno e glicosaminoglicanos
(SOLARZONO et al., 2001).

O efeito bactericida ja foi observado também em feridas quando administrado
creme a base de trigo. Inicialmente, as feridas foram classificadas como
contaminadas, ao final do experimento n&o havia contaminagdo dos animais
tratados com trigo, diferente do observado nos animais do grupo controle
(GODEIRO et al., 2010). Outra pesquisa com feridas contaminadas também
demonstrou a a¢ao bactericida ou bacteriostatica quando utilizado o tratamento com
trigo (MATERA et al., 2002). Mais recentemente, sementes de trigo foram utilizadas
para confeccdo de extrato etandlico onde foi testada sua atividade antioxidante e
hepatoprotetora em animais experimentais. Os resultados foram positivos em ambas
as analises (KAHN; ANSARI; AHMAD, 2013).

3.5.2 Rosmarinus officinalis L.

O Rosmarinus officinalis L. (R. officinalis L.) € uma erva nativa da regido do
mediterraneo, porém amplamente distribuida pelo mundo, incluindo o Brasil. O R.
officinalis L. € membro da familia Lamiaceae (Labiatae) e popularmente conhecido
como alecrim. Ainda que muito utilizado como alimento e conservante, o alecrim tem
seu uso desde a antiguidade por suas propriedades medicinais, dentre elas a acao
antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoria, analgésica, antimutagénica, diurética,
expectorante e antioxidante (PINTORE et al.,, 2002; ALVARENGA et al., 2007;
BOZIN et al., 2007; PACKER; LUZ, 2007; TAKAKI et al.,, 2008; AFONSO;
SANT ANA; MANCINI-FILHO, 2010, BENINCA et al., 2011; CLEFF et al. 2012;
ROSA et al., 2013).

O alecrim ja demonstrou ter em sua composicdo taninos e flavondides, os
quais sao responsaveis pelos resultados positivos das diversas formas onde é
empregado (CORDEIRO et al., 2006a; CORDEIRO et al., 2006b; ALTINIER et al.,

2007). Bozin et al. (2007) desafiou o 6leo essencial de alecrim por cromatografia
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gasosa e analisou sua atividade antioxidante e antimicrobiana contra 13 estirpes de
bactérias e fungos. Os resultados demonstraram a acgdo antimicrobiana e
antioxidante, através da capacidade de eliminacdo dos radicais livres e
principalmente agdo antimicrobiana frente a Escherichia coli, Salmonella typhi, S.
enteritidis, e Shigella sonei. A atividade bacteriostatica e fungiostatica também foi
comprovada frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans, através da utilizacdo de 6leo de alecrim por Packer
& Luz (2007).

Os efeitos do extrato e seus compostos purificados, oriundos de folhas
frescas de Rosmarinus officinalis L. foi testado por Mengoni et al. (2010) utilizando
como tratamento com 0s principais compostos com acao anti-inflamatoria ja descrita,
sua acao foi testada através da inducdo da inflamacdo em orelha de ratos. Os
resultados foram analisados através da expressao de varios genes associadas a
inflamacéo. Foi observado que compostos isolados a base de acido carnésico e
carnosol em extrato etandlico inibiram significativamente a inflamacao.

Ainda, o efeito anti-inflamatorio do 6leo essencial de alecrim também foi
testado de forma experimental no edema plantar em animais, foi observado o
volume de exsudado e a migracdo de leucécitos para o local. O 6leo demonstrou
acdo quando administrado por via oral e intrapleural através da observacdo da
inibicdo do edema no membro afetado, tanto por reducdo do exsudato inflamatério
como do numero de leucdcitos. Também, quando administrado acido acético via
intraperitoneal, o 6leo apresentou resultados satisfatorios, indicativos de atividade
antinociceptiva (TAKAKI et al., 2008).
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Rosmarinus officinalis L. e Triticum aestivum no tratamento da otite externa infecciosa

experimental em modelo murino!
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ABSTRACT - Fontoura E.G., Mueller E.N., Zambarda T.T., Felix S.R., Fernandes C.G., Freitag R.A., Nobre
M.O. [Rosmarinus officinalis L. and Triticum aestivum in the treatment of infectious otitis externa.]
Rosmarinus officinalis L. e Triticum aestivum no tratamento da otite externa infecciosa. Pesquisa
Veterindria Brasileira 00(0):00-0. Programa de Pds-Graduagdo em Veterindria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Campus Universitario, 96010-900 Pelotas, RS, Brasil.
Email: eduardogfontoura@gmail.com

External otitis is an inflammation of the outer ear and ear canal, which may or may not be of
infectious cause. The use of medicinal plants is reported extensively since the beginning of human history.
Foremost among these are wheat (Triticum aestivum) and rosemary (Rosmarinus officinalis L.). The
purpose of this study was to assess the use of T. aestivum aqueous extract, and R. oficinallis aqueous
extract and essential oil as adjuvants in the treatment of experimentally induced external otitis. External
otitis was induced in wistar rats through the inoculation of S. aureus. The animals were divided into five
groups receiving different treatments: GI - 25% wheat aqueous extract in propylene glycol; GII - 25%
rosemary aqueous extract in propylene glycol; GIII - 5% rosemary essential oil in propylene glycol; GIV -
propylene glycol; and GV - saline. The animals were treated every 24 hours for seven days. To assess the
treatment’s effects, the Emgard & Hellstrom method was applied on days four (D4), six (D6), and ten
(D10). Ear structures for histopathological assays were also performed on the same dates. Promising
results were observed on animals treated with both aqueous extracts, primarily in GI (wheat), but also in
GII (rosemary) both were able to reduce clinical and histopathological parameters beyond the effect of the
control. On the other hand, none of the treatment groups were able to control the S. aureus infection, with
the agent still present by day ten. This study shows that the aqueous extract of both T. aestivum and R.
oficinallis promoted the hastening of the healing process of infectious external otitis in rats, and these
extracts may be considered when composing a potential treatment, especially in association with
antibiotics.

INDEX TERMS: Wheat, rosemary, phytotherapics, Staphylococcus aureus, ear diseases, Inflammation

Resumo - A otite externa é a inflamacdo do conduto auditivo externo, podendo ser de etiologia infecciosa
ou ndo. A utilizagdo de plantas como medicamentos vem sendo relatada extensivamente ao longo dos
anos, entre as quais estdo o trigo (T. aestivum) e o alecrim (R. oficinallis L.). O objetivo deste trabalho foi
avaliar a utilizacdo do extrato aquoso de T. aestivum e do extrato aquoso e dleo essencial de R. officinalis L.
no tratamento da otite externa infecciosa experimental. Para tanto foram utilizados 64 ratos Wistar, estes
foram induzidos de forma experimental para otite externa e inoculados com S. aureus. Os animais foram

distribuidos aleatoriamente em cinco grupos de acordo com o tratamento: extrato aquoso de trigo 25%
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em propilenoglicol (GI), extrato aquoso de alecrim 25% em propilenoglicol (GII), 6leo essencial de alecrim
5% em propilenoglicol (GIII), propilenoglicol (GIV) e solugao fisiol6gica (GV). Os animais foram tratados a
cada 24 horas por sete dias. Para avaliacdo, foram feitas andlises, aos quatro (D4), seis (D6) e dez dias
(D10), através do método de Emgard & Hellstrom, para coloragdo, didametro luminal e efusdo, assim como
analise histopatolégica. Foram observados resultados promissores com o extrato aquoso de trigo (GI),
seguido do extrato aquoso de alecrim (GII), sendo capazes de reduzir os parametros avaliados
macroscopicamente e perante as andlises histopatoldgicas, porém nenhum dos grupos foi capaz de
controlar a infeccdo por S. aureus. Assim, demonstrou-se que os extratos aquosos de T. aestivum e R.
officinalis L. promovem a aceleracdo da resolucdo da otite externa infecciosa, sendo potencial para

tratamentos que associem antimicrobianos.

TERMOS DE INDEXACAO: Trigo, alecrim, fitoterapicos, Staphylococcus aureus, otopatias, inflamaco.

INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas como medicamento no auxilio a resolucdo de doengas vem sendo relatada
extensivamente ao longo dos anos (Giraldi & Hanazaki 2010). Por seu potencial terapéutico e baixo custo
até a utilizagdo, paises em desenvolvimento vém dando énfase a este tipo de medicamentos (Silveira,
Bandeira & Arraias 2008). Sendo o Brasil o pais com a maior biodiversidade do planeta, é natural que haja
interesse por meio da populacdo e demais 6rgdos governamentais, além do setor privado, na utilizacao
dessa diversidade como alternativa aos produtos alopaticos (Parcker & Luz 2007, Ministério da Saude
2009). Contudo, o uso indiscriminado e de forma empirica levam ha um alto risco de intoxicagoes,
podendo gerar danos a satide humana e animal (Cordeiro et al. 2006, Silveira et al. 2008).

Conhecido como trigo, o Triticum aestivum (T. aestivum, sinonimo T. vulgare) (Barbieri & Stumpf
2008), é uma graminea de ciclo anual pertencente a familia Poaceae, sendo um dos principais compostos
da dieta humana (Whent et al. 2012). Caracteristicas terapéuticas vém sendo atribuidas ao trigo,
principalmente sua a¢do na cicatrizacdo de feridas cutaneas (Tillmann, 2011), antioxidante (Souza et al.
2006), antibacteriano (Solérzano et al. 2006, Godeiro et al. 2010) e também hepatoprotetora (Khan et al.
2013). O Rosmarinus officinalis L. (R. officinalis L.) é uma planta aromatica, membro da familia Lamiaceae
(Labiatae), popularmente conhecido como alecrim, encontrada em diversas areas do mundo, como
Europa, Asia, Africa e América do Sul. O alecrim é amplamente utilizado por suas propriedades
antibacterianas, analgésica, antimutagénica, diurética, expectorante e antioxidante (Pintore et al. 2002,
Bozin et al. 2007, Takaki et al. 2008, Afonso, Sant’Ana & Mancini-filho 2010, Rosa et al. 2013).

A otite externa ¢ a inflamacgao do conduto auditivo externo, podendo ser de etiologia infecciosa ou
ndo, considerada uma das enfermidades mais comum em cdes (Rossier 2004; Mueller et al. 2011). O
Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva facilmente isolada de individuos sadios, sendo
frequentemente causadora de infec¢des. Sua importancia esta relacionada ao alto grau de resisténcia,
capacidade de mutagdo e elevada patogenicidade (Santos et al. 2007, Guillet, Hallier & Felden 2013). Os
métodos de diagnéstico da otite canina baseiam-se na observagdo dos sinais clinicos, anamnese

minuciosa, exame clinico geral e especifico do conduto auditivo, podendo também se empregar métodos
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auxiliares (Nascente et al. 2006). Muitas vezes a etiologia multifatorial dificulta o tratamento desta
enfermidade, mas de forma geral, a eliminacdo dos microrganismos se torna o principal objetivo
terapéutico. No entanto, a resisténcia a antimicrobianos vem aumentando de forma exponencial por erros
em sua utilizagdo, bem como pelo uso das mesmas classes de antimicrobianos na medicina humana e na
clinica de pequenos animais (Lyskova, Vydrzalova & Mazurova 2007, Malayeri, Jamshidi & Salehi 2010).
Neste contexto, objetivou-se avaliar a utilizacdo do extrato aquoso de T. aestivum, do extrato

aquoso e 6leo essencial de R. officinalis L. no tratamento da otite externa infecciosa em ratos.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao, extracio dos produtos e analise cromatografica

O trigo foi colhido manualmente na regido de Jaguardao/RS. As amostras de alecrim foram
adquiridas comercialmente de fornecedor com referéncia (Luar Sul5). Amostras do trigo foram enviadas
ao Herbario da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) para que fossem identificadas e catalogadas. As
plantas foram secas, trituradas e encaminhadas ao Laboratoério de Oleoquimica e Biodiesel do Centro de
Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos da UFPel, para a extra¢do dos produtos. Para a obtengao
dos extratos aquosos de trigo e alecrim, foi utilizada a técnica de ultrassom por esgotamento. Ja para o
6leo essencial de alecrim, foi utilizada a técnica de hidrodestilacio em aparelho de Clevenger. Apds a
extracdo, o dleo foi seco em NaSO. anidro, grau p.a., concentrado sob N ultra puro e mantido sob
refrigeracdo.

Uma aliquota do produto final de cada um dos extratos e dleo essencial foi enviada para realizacdo
de cromatografia, visando a identificacdo de compostos considerados de importancia para o estudo. O 6leo
essencial de alecrim foi submetido a analise em equipamento CG/FID (Schimadzu, modelo 2010) equipado
com coluna de silica DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25pm). Foram preparadas uma solu¢do do 6leo a 5000mgL!
em hexano e uma solucdo de 40mgL-! de padrdes cromatograficos (a-pineno, canfeno, 3-pineno, mirceno,
a-terpineno, p-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, terpinoleno, linalol, 4-terpineol, a-terpineol, timol e
carvacrol). Os constituintes foram identificados por comparagdo do tempo de retengiao dos padroes e das
amostras.

Os extratos aquosos foram analisados empregando a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) utilizando o equipamento da Varian® com detector de arranjo de diodos (DAD) com
varredura de 200 a 800nm., coluna cromatografica com fase estacionaria C18 Phenomenex Gemini (25cm
X 4,6mm x 5pum) e uma pré-coluna de mesma fase. Os compostos separados foram monitorados com DAD.
Para o extrato aquoso de alecrim foram pesquisados: 4cido vanilico, acido caféico, acido siringico, vanilina,
acido p-cumarico, acido ferulico, acido sinapico, rutina, acido rosmarinico, quercetina, luteolina, carnosol,
acido carnésico, caempferol e apigenina. Quanto ao extrato aquoso de trigo, foram pesquisados: acido
vanilico, acido caféico, vanilina, 4cido p-cumarico, 4cido fertlico, acido sinapico, rutina, acido rosmarinico,

quercetina, luteolina, carnosol, cido carndsico, caempferol e apigenina.

5 Luar Sul Industria e Comércio de Produtos Alimenticios LTDA, Santa Cruz do Sul/RS.
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Preparo dos tratamentos

Para a determinag¢do das concentragdes efetivas dos extratos e 6leo essencial foi realizada a CIM
dos produtos sobre o agente estudado. Foi utilizada a técnica de microdiluicio em placa de 96 pogos
conforme documento M7-A6 para bactérias aerébicas (CLSI 2005) com modificagbes para o dleo essencial.
Em funcdo de o 6leo essencial ser lipossoluvel, e incapaz de misturar-se com os outros compostos
utilizados na técnica, o ensaio de CIM para este foi mantido em agitador a 90 RPM durante as etapas de
incubacdo. Os resultados foram expressos em através da cultura do conteudo dos pogos em meio agar-
sangue e em laminas de microscopia. Todo o processo foi realizado em triplicata, da diluicao de 100% até
1/512. Porém, nao foram observados resultados compativeis com a inibicdo do S. aureus por meio de
crescimento no meio de cultura.

As concentragdes utilizadas para confeccio dos tratamentos obtiveram base em resultados
considerados eficientes em estudos demonstrados anteriormente. Foram observados resultados
satisfatérios quando utilizado o extrato aquoso de trigo no tratamento da otite externa ndo infecciosa
(Mueller 2011), assim, neste experimento optou-se por elevar a dose até 25% de extrato aquoso de trigo,
visto a presenca de bactérias. Para confeccdo dos tratamentos a base de alecrim foram utilizadas
concentragdes consideradas ideais com extrato aquoso de alecrim 25% e 6leo essencial de alecrim 5%
(Silva et al. 2009). Os tratamentos foram preparados em farmacia de manipulacdo comercial em veiculo de

propilenoglicol, tanto para os extratos aquosos de alecrim e trigo, quanto para o 6leo essencial de alecrim.

Animais experimentais

Foram utilizados 64 Rattus norvegicus da linhagem Wistar, fémeas, com 60 dias e peso
aproximado de 180g, provenientes do Biotério Central da UFPel. Os animais foram mantidos em condi¢bes
recomendadas de bem-estar, recebendo ragio e dgua ad libitum. O experimento recebeu parecer favoravel
da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal da UFPel (CEEA - 7866).

Para o desenvolvimento da otite externa os animais foram previamente anestesiados com sulfato
de atropina (5mg/kg) por via subcutanea, seguido de anestesia dissosciativa com quetamina (100mg/kg)
e xilazina (10mg/kg) por via intramuscular. As orelhas dos 64 animais (n=128) foram inoculadas com
80uL de dleo de créton 5% em acetona. Transcorrido um minuto, as orelhas foram novamente inoculadas
com 100pL de solugdo contendo o agente infeccioso Staphylococcus aureus.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos de 12 ratos, totalizando 24 orelhas
por grupo. Os grupos foram divididos por tratamento em: extrato aquoso de T. aestivum 25% em
propilenoglicol (GI), extrato aquoso de R. officinalis L. 25% em propilenoglicol (GII), éleo essencial de R.
officinalis L. 5% em propilenoglicol (GIII), e os grupos controle, propilenoglicol (GIV) e solugdo fisiolégica
de NaCl 0,9% (GV). Vinte e quatro horas ap6s a indugido da otite, os animais foram tratados através da
instilacdo de 100pL da solugdo respectiva de seu tratamento no conduto auditivo externo. Os animais
foram tratados por até sete dias a cada 24 horas, sendo que aos quatro (D4), seis (D6) e dez dias (D10),
quatro animais por grupo foram anestesiados, avaliados e eutanasiados, por sobredose anestésica,
conforme resolu¢do n21000 do CFMV de 2012.

O S. aureus utilizado era proveniente de um caso de otite externa cronica em cdo. A cepa foi

isolada, repicada em meio agar-sangue e posteriormente inoculada por via intraperitoneal em ratos
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Wistar para que houvesse aumento dos padrdes de patogenicidade nesta espécie. Apds 48 horas os
animais foram anestesiados e eutanasiados por sobredose anestésica, conforme resolugao n? 1000 do
CFMV de 2012. Foram coletados pulmio, cérebro, figado e bago para novamente isolar o agente

bacteriano desejado, agora expressando fatores patogénicos para a espécie desejada.

Avaliacio clinica

Vinte e quatro horas apés a inducdo da otite, as orelhas foram avaliadas por video-otoscopia
utilizando o escore descrito por Emgard & Hellstrom (1997), com modificagdes. Os parametros avaliados
foram: coloracdo, didmetro luminal e efusdo. A cada pardmetro foi atribuido um valor, sendo o maior
escore indicando a pior condigdo clinica. Para colora¢ido os parametros foram classificados em normal (0),
vermelho (1) e vermelho intenso (2). Na avaliacdo do didmetro luminal ou edema, foram utilizadas sondas
uretrais e classificados conforme a passagem da sonda n98 (0), sonda n26 (1), sonda n%4 (2) e
incapacidade de passagem da sonda n?4 (3). A classificagdo da efusdo no conduto auditivo externo foi em
seco (0), umido (1) e otorréia obstruindo o conduto auditivo (2). Ao término da avaliacdo somente foram
tratadas as orelhas que obtiveram somatorio igual ou superior a trés, indicativo da ocorréncia de otite.
Para diminuir a margem de erro clinico individual, os parametros foram analisados com o auxilio de trés

avaliadores, previamente treinados, cegados quanto aos grupos.

Histopatologia

Para a andlise histopatolégica foram sorteadas cinco orelhas por grupo, as quais foram dissecadas
e armazenadas em formalina 10% para envio ao Laboratério Regional de Diagnéstico da Faculdade de
Veterinaria da UFPel. As amostras foram incluidas em parafina, submetidas a cortes histolégicos de 5um,
coradas com eosina-hematoxilina e avaliadas em microscopio 6ptico (400X). Os cortes foram avaliados
quanto ao epitélio do conduto auditivo (degeneracdo, necrose, ulcera, espongiose, hiperqueratose e
acantose), indicativos de inflamacao (quantidade celular, hiperemia, tipo celular e distribuicdo),

quantidade de glandulas presentes (quantidade e alteragées) e luz do conduto auditivo.

Analise estatistica

Para analisar os resultados todos os grupos foram comparados entre si nos diferentes dias de
tratamento, tanto para as analises clinicas quanto histopatolégicas. Para comparar a presenca ou auséncia
de determinada alteragdo, foi utilizado o teste Fisher, através do software GraphPad quickcalcs. Para
avaliar a diferenca nos escores percebidos, foi utilizado o ensaio de Kruskal-Wallis, calculado através do

software Statistix 9.0.

RESULTADOS
Analise cromatografica
A andlise cromatografica para o extrato aquoso do T. aestivum revelou a presenca do acido p-
cumarinico, acido carnésico, apigenina, caempferol e quercetina (Figura 1). O extrato aquoso de R.
officinalis L. demonstrou a existéncia de 11 dos 15 compostos pesquisados na amostra, sendo eles: acido

p-cumadrico, acido caféico, acido rosmarinico, acido ferulico, acido vanilico, carnosol, carnésico, acido
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apigenina, luteolina, caempferol, quercetina (Figura 2). Ja o éleo essencial continha como majoritarios os
compostos a-pineno e 1,8-cineol, além da presenca de outros 12 (canfeno, 3-pineno, mirceno, a-terpineno,

p-cimeno, limoneno, terpinoleno, linalol, 4-terpineol, a-terpineol, timol e carvacrol) (Figuras 3).

Avaliacio clinica

Extrato aquoso de Triticum aestivum 25% em propilenoglicol (GI)

Durante a primeira analise para coloracido (D4) foi observada altera¢do em 54,2% das orelhas, um
resultado inferior ao dos grupos GIII e GV (p<0,01). Este nimero foi acrescido para 62,5% no D6,
mantendo esse parametro menor que o GIII, bem como o grupo controle (GIV) (p<0,01). No ultimo dia
(D10) houve queda significativa chegando somente a 16,7% das orelhas com essa alteragdo, porém, ainda
que o GI tenha tido menos orelhas com coloragio alterada em todo o decorrer do experimento, diferiu
apenas do GIII no D10 (Figura 4). Quanto ao didmetro luminal das orelhas deste grupo, somente 20,8%
apresentaram alteracdo no D4, sendo que nos dias posteriores de avaliagdo o niimero de orelhas alteradas
caiu a zero, esse resultado representa uma diferenca de todos os demais grupos no decorrer do
experimento (Figura 5). Quando observados os resultados para efusao, 54,2% das orelhas apresentaram
alteracdo no primeiro momento de avaliagdo (D4), chegando a 91,7% no D6 e 8,3% no D10. Esse
parametro se apresentou semelhante ao de coloragdo, onde no D10 este grupo era inferior ao controle
(GIV) e ao GIII (Figura 6). A comparacdo estatistica completa para todos os grupos pode ser vista nas

figuras 4,5 e 6.

Extrato aquoso de Rosmarinus officinalis L. 25% em propilenoglicol (GII

GII apresentou 79,2% de orelhas com alteracao no D4, 75% e 29,2% de orelhas alteradas no D6 e
D10, respectivamente, para o padrdo de coloragdo. Quando observados para o didmetro luminal, GII
apresentou 100% das orelhas alteradas no D4, 75% no D6 e posteriormente 12,5% de alteracdo no D10.
Para efusao, 87,5% das orelhas apresentaram alteracao no D4 e D6, decrescendo para 16,7% das orelhas
na avaliacdo do D10. Estatisticamente este grupo obteve melhores resultados em comparacdo com GIV no
D6 para coloragdo (p<0,05) e efusdo (p<0,01) no D10. A comparagdo com os demais grupos pode ser vista

nas figuras 4, 5 e 6.

Oleo essencial de Rosmarinus officinalis L. 5% em propilenoglicol (GIII)

Nas avaliagcbes clinicas para coloragdo os animais pertencentes a GIII apresentaram
respectivamente 91,7%, 95,8% e 79,2% de orelhas alteradas nos dias D4, D6 e D10. Para o parametro de
edema ou didmetro luminal, GIII apresentou uma queda progressiva, sendo observadas alteragdes em
100% das orelhas no D4, alteragdo em 60% das orelhas no D6 e nenhuma alteragio nas orelhas avaliadas
no D10. Para efusdo, haviam alteracdes em 87,5% das orelhas no D4, em 95,8% das orelhas no D6 e 45,8%
das orelhas com padrao alterado em D10. O 6leo essencial de R. officinalis L. a 5% demonstrou piores

resultados quando comparados com GIV no D4 para didmetro luminal e no D10 para coloragao (p<0,01).
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Propilenoglicol (GIV)

No grupo controle do veiculo, tratado somente com propilenoglicol (GIV), foram observadas
alteracdes para coloragdo em 66,7% das orelhas no D4, em 100% das orelhas no D6, regredindo a 25% de
orelhas alteradas no D10. O GIV também oscilou seus resultados para o diametro luminal, apresentando
37,5%, 83,3% e 0% de orelhas alteradas respectivamente nos D4, D6 e D10. Para efusdo presente no
conduto auditivo constatou-se alteragdo em 62,5% das orelhas no D4, enquanto que no D6 foram
observadas em 100% e no D10 em 58,3% das orelhas. Estes resultados foram melhores que os do grupo
controle negativo (GV) em todos os parametros no D4, porém sendo piores no D6 para coloragao (p<0,05)

e no D10 para quantidade de efusdo (p<0,01).

Solucdo Fisiolégica de NaCl 0,9% (GV)

Dos animais pertencentes ao GV, 100% apresentaram alteragdes de coloracdo nas orelhas no D4,
reduzindo para 66,7% ao D6 e 25% no D10. Para diametro luminal foi observada 75% das orelhas
alteradas no primeiro momento, seguido de 100% e 0% no D6 e D10, respectivamente. Quanto aos
resultados para efusdo, foi visualizado alteracdo em 100% das orelhas deste grupo no D4 e D6, porém
somente 8,3% das orelhas apresentaram alteracdo no D10. A andlise estatistica completa pode ser vista

nas figuras 4,5 e 6.

Histopatologia

A andlise dos cortes histolégicos demonstrou que o grupo GI apresentou constante queda nos
parametros do D4 até D10, porém este nao foi o grupo com menores altera¢des. O somatoério das médias
alcadas por GII e GIII também apresentaram queda do D4 até D6, sendo observado leve aumento no D10.
O controle com o veiculo a base de propilenoglicol (GIV), foi quase que constante de D4 a D6, porém
durante a andlise dos parametros em D10, seus escores apresentaram elevacdo acentuada, fazendo com
que fosse o grupo com o maior indice de altera¢gdes em D10. Os animais tratados com solucdo fisiologica
(GV) oscilaram seus escores demonstrando elevacdo do D4 até D6, decrescendo novamente no D10
(Figura 7).

As analises realizadas levando em consideracdo a quantidade celular, o tipo celular e a presenca
de hiperemia demonstraram que, para os padrdes de quantidade e tipo celular, ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos em nenhum dos dias. Quanto a presenca de hiperemia, no D4, o grupo
tratado com extrato aquoso de trigo demonstrou maiores alteragdes, chegando a 100% dos analisados,
enquanto os demais grupos nao demonstraram diferenca significativa com relagao ao controle (GIV). Em
um segundo momento de avaliagdo (D6), nenhum dos grupos demonstrou diferenca significativa entre si
ou entre o controle do veiculo, somente contra o controle negativo (GV), o qual apresentou 80% das

orelhas com alteracgdes.

DISCUSSAO

Neste trabalho demonstramos que o extrato aquoso de trigo, na formulacio de 25% em

propilenoglicol, contribui para diminuicdo dos padrdes inflamatérios da otite externa infecciosa
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experimental. Os resultados demonstram a diminuicdo de todos os padrdes clinicos analisados
macroscopicamente e ainda a constante queda nas alteragdes histopatolégicas do grupo (GI). Compostos
encontrados no trigo ja foram descritos como potenciais alvos farmacéuticos por sua agdo cicatricial, anti-
inflamatéria e antioxidante (Galera et al. 2008, Godeiro et al. 2010), bem como por conter em sua
composicdo diversos fatores bioativos e quimiopreventivos (Solérzano et al. 2001). Os maiores escores
apresentados no primeiro momento (D4), podem ser decorrentes da inducdo inicial da otite, provocada
pelo 6leo de créton, em conjunto com a a¢do mitogénica e de atragio celular do trigo (Godeiro et al. 2010).
Essa acdo faz alusdo ao estimulo gerado pelo trigo sobre fibroblastos e as células endoteliais que sdo
estimuladas a proliferacdo ceratinocitica, fazendo com que haja uma aceleracdo no tempo de cicatrizagdo
do local lesado (Souza et al. 2006, Galera et al. 2008, Tillmann 2011). Em estudo semelhante, Mueller
(2011) observou o efeito benéfico do extrato aquoso de T. vulgare no conduto auditivo externo de animais
experimentais, quando analisados critérios para otite externa nao infecciosa.

0 alecrim ja foi descrito em diversos estudos por sua a¢do como modulador da inflamacgio e
antimicrobiana, principalmente in vitro (Cordeiro 2006, Altiner et al. 2007; Bonzin et al. 2007, Packer &
Luz 2007, Takaki et al. 2008). Quando testada a acdo anti-inflamatdria do extrato de alecrim e suas
porc¢oes separadamente, foram observados resultados satisfatérios principalmente com efeito inibitério
de leucdcitos e mediadores inflamatérios (Beninca et al. 2011, Mengoni et al. 2011, Rosa et al. 2013). Tal
acdo justifica os resultados positivos apresentados pelo extrato aquoso de R. officinalis L. neste estudo,
mesmo nao sendo o mais eficaz entre os tratamentos avaliados, este promoveu a diminuicdo dos
parametros analisados, com destaque aos resultados apresentados pela andlise histopatolégica das
orelhas, onde o extrato aquoso de R. officinalis L. apresentou queda progressiva das alteragdes, durante o
periodo de estudo (Figura 7).

Ainda que os compostos terpenos apresentados pela andlise cromatografica do 6leo essencial
possuam ac¢do ja descrita em outros estudos como modulador inflamatério, antioxidante, antibacteriana,
fungiostatica (Bonzin et al. 2007, Parker Luz 2007, Cleff et al. 2012), antimutagénica e quimiopreventiva
(Pintore et al. 2002, Altiner et al. 2007, Takaki et al. 2008, Afonso, Sant’Ana & Mancini-filho 2010), o 6leo
essencial ndo algou resultados satisfatérios, sendo muitas vezes semelhantes ou inferiores aos obtidos
pelos grupos controle (GIV e GV). Assim, nosso estudo corrobora com resultados obtidos por Mueller
(2011), que usou o 6leo essencial de alecrim 25% em veiculo de propilenoglicol para tratar otite externa
ndo infecciosa. Altiner et al. (2007) classificaram o 6leo essencial como incapaz de induzir efeito anti-
inflamatério em orelhas de animais experimentais, quando observados aspectos referentes a edema,
porém destaca o efeito anti-inflamatério dos seus componentes ndo volateis em conjunto com outros
veiculos. Por outro lado, Takaki et al. (2008) demonstraram que o 6leo essencial de alecrim foi capaz de
inibir o edema agudo induzido de forma experimental, quando administrado por via oral. Dessa forma, os
efeitos benéficos do 6leo de alecrim parecem estar ligados a caracteristicas especificas de sua constituicdo,
variagdes na ocorréncia e propor¢do dos compostos podem estar ligadas ao local onde a planta é
cultivada, o que justifica a variacao de resultados entre os autores. Sendo assim, ainda que o 6leo essencial
de alecrim ndo tenha apresentado resultados promissores nesse estudo, componentes especificos devem
ser avaliados. Outro fator que pode ter influenciado os resultados é a baixa concentragio utilizada nesse

estudo, entretanto, essa foi determinada por ensaio de concentracdo inibitéria minima conforme
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recomendado (CLISI 2005), mais que isso, ja foi demonstrado que concentra¢des mais altas desse 6leo
apresentam efeitos adversos (Mueller 2011).

O propilenoglicol é um alcool organico, higroscépico, considerado uma substdncia de baixa
irritabilidade. Por essas caracteristicas, o propilenoglicol é utilizado em larga escala como veiculo para
formulagdes de produtos da linha dermatoldgica e solugdes otoldgicas (Nuttall & Cole 2004). Porém, as
orelhas tratadas somente com propilenoglicol oscilaram seus escores consideravelmente, uma possivel
causa é sua acao higroscopica em conjunto com a irritabilidade do conduto auditivo, visto que ja foram
relatados casos de dermatite por contato deste composto, em altas concentracdes (Geller et al. 2010), em
conjunto com o 6leo de créton e o agente infeccioso.

Conforme esperado, o grupo controle negativo, tratado com solugdo fisioldgica, apresentou os
escores mais altos, apresentado mais alteracdes que os demais. A solucio fisiolégica pode aumentar a
umidade no conduto auditivo causando a maceracgao do epitélio, o que favoreceria a instalagao da bactéria
inoculada causando maiores danos (Rosser 2004, Santos et al. 2007, Guillet, Hallier & Felden 2013). Ainda
assim, eram esperadas altera¢cdes em maior quantidade por parte do processo inflamatoério causado pelo
phorbol e S. aureus. O 6leo de créton possui em sua composicdo derivados de phorbol e diterpenos
toxicos. O phorbol por si s6 € um composto co-carcinogénico, culminando em processo inflamatério (Goel
et al. 2007). Porém, a utilizacdo de uma bactéria oriunda de outra espécie, por mais que adaptada
inicialmente, ainda pode ter seus fatores de patogenicidade diminuidos, visto o tempo de inoculacio e o
inicio do tratamento. Segundo Santos et al. (2007), a quantidade de toxinas produzidas pelo S. aureus pode
induzir formas diferentes de resposta em cada hospedeiro, responsavel pelas manifestacdes clinicas e
determinando um diferenciado grau de severidade em cada infecgao.

A histopatologia demonstrou indicios da acdo pro-inflamatéria dos extratos aquosos de trigo e
alecrim, principalmente quando analisados os resultados referentes a hiperemia, os grupos GI e GII
demonstraram resposta positiva no D4, decaindo a zero no D6, sendo presentes novamente no D10. Este
fato também pode ser relacionado aos padrdes celulares presentes, onde em todos os grupos foram
visualizados quantidade substancial de células mononucleares e polimorfonucleares. Os
polimorfonucleados sdo células encontradas nos primeiros momentos da resposta inflamatéria, podendo
estar presentes até o quinto dia de lesdo e regredindo em quantidade conforme o tempo de evolugao. Os
polimorfonucleados possuem grande participacdo na resposta inflamatoéria pela fagocitose de bactérias. Ja
os mononucleados aumentam em quantidade com o passar do tempo, aparecendo em maior quantidade a
partir do terceiro dia (Mandelbaum, Santis & Mandelbaum, 2003). A presenca destas células da indicios da
acdo reparadora presente na inflamacgao (Kim & Deutschman, 2000)

Situacées onde se faz necessaria utilizagdo de antimicrobianos e anti-inflamatérios sao
corriqueiras, tanto na medicina veterinaria quanto na medicina humana. O potencial efeito ja descrito
para o uso do T. aestivum e do R. officinalis L., torna estas plantas uma alternativa para situa¢des onde os
medicamentos alopdticos tradicionais sdo ineficazes ou mesmo téxicos ao organismo. A facilidade de
obteng¢do da matéria prima, assim como seu espectro de atuacdo, geram um horizonte promissor para sua
utilizagcdo, porém ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados de seus compostos isolados, visando
uma melhor forma de utilizagdo. Da mesma maneira, estudos que enfoquem o sinergismo destas plantas

também devem ser considerados.
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CONCLUSAO
Nas condi¢coes deste experimento, os extratos aquosos de Triticum aestivum e Rosmarinus
officinalis L. possuem efeito na diminui¢do dos sinais clinicos e histopatoldgicos associados a otite externa
infecciosa experimental, apresentando-se como possiveis auxiliadores no tratamento da enfermidade. A
formulagdo proposta de 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L. ndo foi eficaz nas mesmas condig¢oes

experimentais.
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Legendas de Figuras

Figura 1 - Anadlise cromatografica do extrato aquoso de Triticum aestivum empregando a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos, utilizando como padroes: acido
vanilico (1), acido caféico (2), vanilina (3), acido p-cumadrico (4), acido fertlico (5), 4cido sinapico (6),
rutina (7), acido rosmarinico (8), quercetina (9), luteolina (10), carnosol (11), acido carnésico (12),

caempferol (13) e apigenina (14).

Figura 2 - Andlise cromatografica do extrato aquoso de Rosmarinus officinalis L. empregando a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos, utilizando como padrées: acido
vanilico (1), acido caféico (2), acido siringico (3), vanilina (4), acido p-cumarico (5), acido ferulico (6),
acido sindpico (7), rutina (8), acido rosmarinico (9), quercetina (10), luteolina (11), carnosol (12), acido

carnésico (13), caempferol (14) e apigenina (15).
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Figura 3 - Analise cromatografica do 6leo essencial de alecrim por Cromatografia Gasosa com Detector de
Ionizacdo por Chama (GC/FID), utilizando-se como padrdes a-pineno (1), canfeno (2), B-pineno (3),
mirceno (4), a-terpineno (5), p-cimeno (6), limoneno (7), 1,8-cineol (8), terpinoleno (9), linalol (10), 4-

terpineol (11), a-terpineol (12), timol (13) e carvacrol (14).

Figura 4 - Percentual de orelhas com alteracdo de coloragdo apés tratamento com extrato aquoso de T.
aestivum 25% em propilenoglicol (GI), extrato aquoso de R. officinalis L. 25% em propilenoglicol (GII),
6leo essencial de R. officinalis L. 5% em propilenoglicol (GIII), propilenoglicol (GIV) e solugdo fisiolégica de
NaCl 0,9% (GV); quatro, seis e dez dias ap6s a indugdo da otite. (a) Representa diferenca, no mesmo dia,

(p<0,05) para o GIV (propilenoglicol) e (b) representa diferenca (p<0,05) para o GV (solugio fisiologica).

Figura 5 - Percentual de orelhas com altera¢do de didmetro luminal ap6s tratamento com extrato aquoso
de Triticum aestivum 25% em propilenoglicol (GI), extrato aquoso de Rosmarinus officinalis L. 25% em
propilenoglicol (GII), 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L. 5% em propilenoglicol (GIII),
propilenoglicol (GIV) e solugdo fisiolégica de NaCl 0,9% (GV); quatro, seis e dez dias apds a indugdo da
otite. (a) Representa diferenca, no mesmo dia, (p<0,05) para o GIV (propilenoglicol) e (b) representa

diferenca (p<0,05) para o GV (solugao fisioldgica).

Figura 6 - Percentual de orelhas com alteracao de efusdo apds tratamento com extrato aquoso de Triticum
aestivum 25% em propilenoglicol (GI), extrato aquoso de Rosmarinus officinalis L. 25% em propilenoglicol
(GID), 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L. 5% em propilenoglicol (GIII), propilenoglicol (GIV) e
solugdo fisiolégica de NaCl 0,9% (GV); quatro, seis e dez dias ap6s a indugdo da otite. (a) Representa
diferenca, no mesmo dia, (p<0,05) para o GIV (propilenoglicol) e (b) representa diferenca (p<0,05) para o

GV (solugio fisioldgica).

Figura 7 - Somatorio das médias dos escores referentes a analise histopatolégica dos grupos tratados com
extrato aquoso de Triticum aestivum 25% em propilenoglicol (GI), extrato aquoso de Rosmarinus officinalis
L. 25% em propilenoglicol (GII), 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L. 5% em propilenoglicol (GIII),

propilenoglicol (GIV) e solucido fisiolégica de NaCl 0,9% (GV) aos quatro, seis e dez dias.
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5 Conclusdes

- Os extratos aquosos de T. aestivum e R. officinalis L. possuem efeito na
diminuicdo dos sinais associados a otite externa infecciosa experimental,

apresentando-se como possiveis auxiliadores no tratamento da enfermidade;

- Através das técnicas utilizadas, foi possivel a obtencéo dos extratos aquosos de
Triticum aestivum e R. officinalis L. e éleo essencial R. officinalis L.

- O extrato aquoso de T. aestivum, assim como o extrato aquoso de R. officinalis
L. sdo capazes de diminuir o crescimento bacteriano nas concentragdes de 12,5%;
O 6leo essencial de R. officinalis L. € capaz de diminuir o crescimento bacteriano na
concentracdo de 2,5%.

- Os extratos aquosos de T. aestivum e R. officinalis L., sdo efetivos na
diminuicdo dos parametros clinicos da otite externa infecciosa;

- Nas condicfGes experimentais deste estudo, os tratamentos a base de extrato
aquoso de T. aestivum e extrato aquoso e 0Oleo essencial de R. officinalis L., ndo

influenciaram os parametros histopatolégicos para otite externa.

Perspectivas

Neste trabalho iniciamos uma nova perspectiva de tratamento eficaz para
uma doenca de extrema relevancia na clinica veterinaria de pequenos animais,
principalmente quando considerarmos que, em diversos casos, medicamentos
alopéticos ndo surtem mais os efeitos desejados ou, ainda, efeitos adversos sao
predominantes. Assim sendo, mais estudos sdo necessarios para estabelecermos
um protocolo terapéutico eficaz com aplicabilidade clinica.

Os resultados alcados denotam a importancia da realizacdo de estudos
utilizando animais experimentais, anteriormente ao uso clinico de quaisquer
compostos, mesmo que haja indicacéo popular.

A aplicabilidade clinica dos extratos aquosos de Rosmarinus officinalis L. e
Triticum aestivum na reducdo dos parametros macroscopicos por nos estudados
pode ser uma realidade nao distante. Ainda que estudos nas espécies alvo sejam
desejados, € necessdaria uma maior compreensao do potencial toxicolégico destes
fitoterapicos, a fim de ndo expor os individuos alvo a riscos. Assim sendo, estudos

que levem em consideracdo o potencial terapéutico advindo destas plantas
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medicinais se fazem necessarios, até mesmo visando a utilizacdo de ambos o0s
extratos em uma Unica formulacdo terapéutica, visando um possuir sinergismo de

Seus compostos.
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